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sequences NRSE, permettant d'obtenir une expression 
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Description 

[0001] La presente invention concerne de nouvelles melhodes, des constructions ainsi que des vecteurs contenant 
ces constructions, permettant de contr6ler ['expression d'un acide nucieique. En particulier, I'invention concerne des 
5 methodes, des constructions et des vecteurs permettant d'obtenir une expression ciblee de transgenes dans les cel- 
lules nerveuses in vivo ou ex vivo. ^invention est particulierement adaptee a des applications de transfert de genes 
in vivo, pour des approches therapeutiques ou scientifiques par exemple. 

[0002] La therapie genique in vivo ou ex vivo permet un transfert local et efficace de genes codant pour des facteurs 
d'inter§t (transgenes), en particulier dans le systeme nerveux d'un organisme hdte. A cet egard, differents types de 

io vecteurs ont ete utilises avec succes pour le transfert de differents types de transgenes dans les cellules nerveuses 
in vivo ou ex vivo. On peut citer notamment les vecteurs viraux de type adenovirus, AAV ou HSV, ou certains vecteurs 
non-viraux de type polymeres cationiques (polyethylene imine par exemple). Ainsi, ces vecteurs ont permis un transfert 
efficace et stable de transgenes dans des cellules du systeme nerveux in vivo (WO 94/08026, WO 93/09239, WO 
96/02655). La possibility d'effectuer ce type de transfert off re de nombreuses applications, notamment dans le domaine 

15 medical. Ainsi, ces vecteurs sont utilisables dans des approches de therapie genique in vivo ou ex vivo. A cet egard, 
differentes etudes precliniques sont actuellement en cours concernant le transfert de facteurs trophiques dans le sys- 
teme nerveux. Ces vecteurs sont egalement utilisables pour la creation d'animaux transgeniques permettant de tester 
des composes ou encore pour differentes etudes de marquage ou de biodisponibilite. 

[0003] Pour toutes ces applications, meme si une bonne efficacite et une bonne stabilite du transfert semblent 
20 aujourd'hui atteintes, le controle de I'expression des transgenes est un imperatif. A cet egard, differents systemes ont 
ete decrits pour tenter de restreindre I'expression de transgenes a certains tissus seulement, par exemple en utilisant 
des promoteurs dits "specif iques de tissus" ou des systemes chimeriques complexes n6cessitant Pemploi de plusieurs 
constructions et/ou de facteurs de regulation. A titre d'exemples de promoteurs specifiques de tissus, on peut citer 
notamment le promoteur Glial Fibrillary Acidic Protein, qui est principalement actif dans les cellules nerveuses gliales. 
25 Toutefois, les systemes de regulation disponibles ou valid6s a ce jour presentent certains inconvenients, et notamment 
une force et/ou une seiectivite pas toujours satisfaisantes. Ainsi, dans la grande majorite des systemes conn us, la 
seiectivite s'obtient generalement au detriment de la force du promoteur, et il est done difficile d'avoir une expression 
a la fois importante, stable et specifique. 

[0004] La pr6sente invention fournit des methodes, des constructions ainsi que des vecteurs contenant ces cons- 
30 tructions, permettant de remedier aux inconvenients de I'art anterieur. En particulier, la presente invention decrit un 
promoteur chimerique permettant le ciblage neuronal de I'expression. L'invention utilise a cet 6gard des elements de 
regulation negative, empechant ('expression des genes dans les cellules non neuronales. Ce type de constructions 
presente plusieurs avantages par rapport aux systemes anterieurs. D'une part les sequences de repression et les 
promoteurs ubiquitaires etant souvent courts et bien caracteris6s, on peut facilement les associer a d'autres elements 
35 de regulation. D'autre part ces elements de regulation peuvent etre associes en theorie a n'importe quel promoteur 
ubiquitaire et represented done un systeme astucieux permettant d'obtenir facilement une expression neurospecifique 
de transgenes d'interet meme lorsque le vecteur d'expression utilise a peu ou pas de tropisme pour les cellules ner- 
veuses. 

[0005] De nombreux travaux decrivent des sequences cis r6primant la transcription des genes neuronaux dans des 

40 cellules non neuronales. Un type particulier de sequences dou6 de cette propriete est constitue des NRSE ("Neuron 
Restrictive Silencer Element"), encore appeie RE-1 (Repressor eiement-1). NRSE est une courte sequence, de 21 pb 
environ, mise en evidence en amont de plusieurs genes neuronaux : SCG1 0 [1], canal sodique II [2] et synapsine I [3] 
par exemple. Par ailleurs, des sequences analogues ont ete retrouv6es en amont de nombreux autres genes neuro- 
naux, meme si leur fonctionnalite n'a pas toujours ete demontree a ce jour [4]. Ces sequences NRSE repriment I'ex- 

45 pression non-neuronale des genes en liant un facteur de transcription specifique, la proteine NRSF (Neuron Restrictive 
Silencer Factor), encore appeiee REST (RE-1 Silencing Transcription factor), presente uniquement dans les cellules 
non neuronales [5]. Cette proteine appartient a la famille des facteurs de transcription a doigts de zinc. Elle intervient 
au cours du developpement pour initier la repression des genes neuronaux dans les cellules non neuronales puis a 
l'age adulte dans le maintien de cette repression. 

50 [0006] Les equipes ayant caracterise la presence des sequences NRSE en amont des genes neuronaux ont verifie 
la capacite de ces sequences a diminuer I'expression de genes rapporteurs apres transfection de cellules non neuro- 
nales. lis ont dans ce but associe leur sequence NRSE a un promoteur h6t6rologue minimal, e'est-a-dire un promoteur 
ne permettant qu'une transcription basale. Ainsi, placee en amont du promoteur de la thymidine kinase par exemple, 
une copie de la sequence NRSE du canal calclque II reduit I'expression du gene rapporteur de moitie dans les cellules 

55 non nerveuses [9]. De meme, deux copies de la sequence NRSE de la synapsine I associ6es au promoteur minimal 
c-fos permettent de reduire de 75% I'expression dans les cellules non-nerveuses [3]. Par ailleurs, la presence d'une 
sequence NRSE a aussi permis de reguler I'activite du promoteur de SV40 dans les cellules non neuronales [10]. 
[0007] Toutefois, les sequences NRSE n'ont jamais ete utilisees pour diriger I'expression d'un promoteur ubiquitaire 
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fort, ni dans une perspective de therapie genique. Ainsi, il n'a jamais ete montre si de telles sequences etaientcapables 
de supprimer ['expression induite par un promoteur fort. De meme, it n'a jamais ete montre si ces sequences, placees 
dans un environnement chim§rique, etaient toujours actives in vivo. Plus g6neralement, Pactivite de ces sequences 
combinees a des promoteurs heterologues n'a jamais ete demontree in vivo jusqu'a present. 

5 [0008] L'invention concerne des acides nucleiques recombinants permettant ['expression neurospecifique de genes. 
Elle concerne egalement les vecteurs comprenant ces acides nucleiques, notamment d'origine virale, ainsi que les 
cellules contenant ces acides nucleiques et/ou vecteurs. L'invention concerne Egalement des promoteurs chimgriques 
particuliers, adaptes a I'expression neurospecifique de genes dans le systeme nerveux in vivo. L'invention concerne 
encore des compositions comprenant ces elements, et leur utilisation pour le transfert de genes. 

10 [0009] Un premier aspect de l'invention reside done dans un acide nucleique recombinant comprenant: 

un promoteur 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

15 

un gene therapeutique. 

[0010] Les constructions selon l'invention comprennent done une region de repression dans les cellules non-neuro- 
nales de I'expression active du gene therapeutique, induite par le promoteur. Cette region de repression est constitute 
20 d'un ou plusieurs motifs NRSE. 

[0011] Le motif NRSE utilise dans le cadre de la presente invention comprend avantageusement tout ou partie de 
la sequence de 21 pb suivante : 



TTC AGCACC ACGGAGAGTGCC (SEQ ID n° 1 ) 

Cette sequence correspond a la sequence NRSE du gene SCG10 [2]. Neanmoins, il est entendu que le motif NRSE 
utilise dans le cadre de l'invention peut comporter certaines variations par rapport a cette sequence, dans la mesure 

30 oil il conserve les proprietes de repression sus-indiquees. Ainsi, des sequences de type NRSE presentant certaines 
variations ont et6 observees dans differents genes, tels que decrits dans I'article de Schoenherr et al. [4], incorpore a 
la presente demande par reference. Sur la base des variants observes, une sequence NRSE consensus a ete definie, 
correspondant a la sequence rencontree le plus frequemment. Cette sequence est : TTCAGCACCACGGACAGCGCC 
(SEQ ID n° 2). Des variants preferes au sens de l'invention comprennent des substitutions sur 1 a 5 paires de bases 

35 de la sequence SEQ ID n° 2 ci-dessus. Plus preferentiellement, ils comprennent des variations sur 1 a 3 paires de 
bases. A cet egard, les variations sont preferentiellement localisees sur les residus 1, 2, 10, 11, 15, 18, 19 et/ou 20 
de la sequence ci-dessus. Les substitutions peuvent corresponds a la suppression ou au remplacement de la base 
concernee par toute autre base. Ainsi, un motif NRSE peut etre represents plus ggneralement par tout ou partie de la 
sequence suivante : NNCAGCACCNNGGANAGNNNC (SEQ ID n° 3) dans laquelle N designe une base choisie parmi 

to a, T, C ou G. Des exemples particuliers de motifs NRSE utilisables dans le cadre de la presente invention sont no- 
tamment les suivants : 



TTCAGCACCACGGACAGCGCC (SEQ ID n° 2) 



TTCAGCACCACGGAGAGTGCC (SEQ ID n° 4) 

50 



TTCAGCACCGCGGACAGTGCC (SEQ ID n° 5) 

55 
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TTCAGCACCTCGGACAGCATC (SEQ ID n° 6) 

5 

TTCAGCACCGCGGAGAGCGTC (SEQ ID n° 7) 

10 

TCC AGCACCGTGGACAGAGCC (SEQ ID n° 8) 

15 

TTCAGCACCGAGGACGGCGGA (SEQ ID n° 9) 



20 

ATCAGCACCACGGACAGCGGC (SEQ ID n° 10) 



^ TTCAGCACCTAGGACAGAGGC (SEQ ID n° 1 1 ) 

[0012] En outre, ces motifs peuvent egalement comporter, a Tune ou I'autre ou aux deux extremes, des bases 
suppiementaires n'interferant pas avec I'activite de repression sus-indiquee. En particulier, il peut s'agir de sites de 

30 restrictions, de sequences neutres ou de sequences provenant d'etapes de clonage et contenant par exemple des 
regions d'un plasmide ou d'un vecteur, ou de sequences bordant le motif NRSE dans le gene d'origine. 
[0013] Ces diff events motifs peuvent §tre prepares par toutes les techniques connues de I'homme du metier pour la 
preparation d'acides nucieiques. Ainsi, ils peuvent §tre prepares par les techniques de synthese automatique d'acides 
nucieiques en utilisant des synthetiseurs commerciaux. lis peuvent egalement etre obtenus par criblage de banques 

35 d'ADN, par exemple par hybridation avec des sondes specifiques ou par des experiences de liaison a un facteur NRSF. 
En outre, tout autre variant de la sequence SEQ ID n° 1 peut etre identity a partir de banques d'ADN par recherche 
d'homologies par exemple. 

[0014] Une fois synthetise, le motif de type NRSE peut ensuite etre teste fonctionnellement. Pour cela, un premier 
test consiste notamment a determiner la capacite du motif a lier le facteur NRSF. Ceci peut etre realise dans differentes 

*o conditions et par exemple par des experiences de retard de migration sur gel selon la technique decrite par Mori et ai. 
[2] ou par Schoenherr et al. [5], incorpor6s a la presente par reference. Dans un second temps, la capacite du motif 
a reprimer I'expression peut etre determinee par insertion de ce motif dans un plasmide test contenant un gene rap* 
porteur (Chloramphenicol Acetyl Transferase, Lucif6rase, LacZ, etc.) sous le controle d'un promoteur, et comparaison 
des niveaux d'expression dudit gene rapporteur dans des cellules nerveuses et dans des cellules non nerveuses. Ce 

45 type de methodologie est decrit par exemple dans Schoenherr et al. [4,5] ainsi que dans les exemples. Pref6rentiel- 
lement, le motif est consider comme fonctionnel lorsqu'il g6nere un differential d'expression entre des cellules ner- 
veuses et non-nerveuses de 40% au moins. Plus preterentiellement, ce differentiel est de 50% au moins, avantageu- 
sement, de 60% au moins. 

[0015] Comme indique ci-avant, les acides nucieiques de I'invention peuvent comprendre un ou plusieurs motifs 
so NRSE tels que definis ci-dessus. II peut s'agir soit du meme motif r6p6te plusieurs fois, soit de plusieurs variants. 
Pr6ferentiellement, les constructions de I'invention comprennent le meme motif repete plusieurs fois. Les constructions 
peuvent comprendre jusqu'a 50 motifs. Avantageusement, le motif est repete de 2 a 20 fois, et de preference de 3 a 
15. Comme illustre dans les exemples, des resultats interessants ont ete obtenus avec des repetitions de 3, 6 ou 12 
motifs, les r6sultats etant particulierement importants avec 6 et 12 repetitions. 
55 [0016] Les motifs NRSE peuvent etre ins6res dans les constructions de I'invention dans toute region non-transcrite 
ou non traduite ou dans un intron. Avantageusement, ils sont places dans les regions 5' non-codantes, encore plus 
pref6rentiellement dans la region proximale du promoteur. Par ailleurs, I'activite de ces motifs etant independante de 
leur orientation, ils peuvent etre inseres dans le sens de la transcription aussi bien que dans I'orientation opposed. 
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Enfin, lorsque plusieurs motifs sont utilises, ils sont pr^ferentiellement inseres c6te-a-c6te, en une m§me region de la 
construction. II est entendu qu'ils peuvent toutefois etre inseres en des regions differentes.* 
[0017] Le deuxieme element entrant dans la composition des acides nucfeiques de I'invention est un promoteur, 
permettant I'expression du transgene dans la cellule visee. Avantageusement, il s'agit d'un promoteur actif dans les 

5 cellules ou tissus nerveux, notamment d'un promoteur eucaryote. A cet egard, il peut s'agir par exemple d'un promoteur 
ubiquitaire, c'est-a-dire fonctionnel dans la majority des types cellulaires. Encore plus preferentiellement, il s'agit done 
d'un promoteur ubiquitaire eucaryote. Le promoteur peut etre autologue, c'est-a-dire provenant de la meme espece 
que la cellule dans iaquelle ('expression est recherchee ou x6nogenique (provenant d'une autre espece). On peut citer 
a titre d'exemples avantageux des promoteurs ubiquitaires eucaryotes des promoteurs forts tels que le promoteur du 

10 g&ne de la phosphoglycerate kinase 1 (PGK). On entend par promoteur dit fort, tout promoteur dont I'activite est com- 
parable a celle des promoteurs viraux . Chez les eucaryotes, PGK est une enzyme intervenant lors de la glycolyse. 
Chez la souris, le promoteur de ce gene, d'environ 500 pb, comporte une region dite "enhancer" (-440/-120) et une 
region promotrice (-120/+80) contenant plusieurs sites d'initiation de la transcription [6]. L'efficacite de ce promoteur 
PGK a deja 6fe dSmontree dans de precedentes experiences de transfert de genes in vitro et in vivo [7,8]. 

15 [001 8] Selon un mode de realisation pr6fere, I'invention concerne un acide nucleique comprenant le promoteur PGK 
et une ou plusieurs sequences NRSE. Comme illustre dans les exemples, ce type de construction permet de diriger 
('expression neurosp§cifique d'un transgene. A cet egard, I'invention concerne 6galement un promoteur chimSrique 
comprenant un promoteur ubiquitaire fort et une ou plusieurs sequences NRSE. Uinvention montre en effet que ces 
sequences NRSE peuvent §tre utilises pour reprimer efficacement I'activite d'un promoteur fort, y compris in vivo. 

20 Ceci rend done possible ('utilisation de ces promoteurs nouveaux dans des applications nombreuses. Un promoteur 
chimerique particulier au sens de I'invention est represents par la designation xNRSE-PGK dans lequel x est un nombre 
entier de 1 a 50 et de preference de 1 a 20. 

[001 9] D'autres promoteurs eucaryotes ubiquitaires utilisables dans le cadre de la presente invention sont par exem- 
ple les promoteurs dirigeant I'expression des genes du metebolisme cellulaire obligatoire (ces genes sont dits "do- 

25 mestiques" ou "de menage" et sp6cifient des proteines necessaires a des fonctions communes a toutes les cellules). 
II s'agit par exemple de genes intervenant dans le cycle de krebs, dans la respiration cellulaire ou encore dans la 
replication ou la transcription d'autres genes. On peut citer comme exemples particuliers de ce type de promoteurs, 
le promoteur des genes a1 -antitrypsine, p-actine, vimentine, aldolase A ou Eflot (facteur d'elongation). 
[0020] Le promoteur utilise dans le cadre de I'invention peut encore etre un promoteur eucaryote de type neurosp6- 

30 cifique, permettant ainsi d'arrteliorer sa neurospecificite. On peut citer a titre d'exemple le promoteur des genes NSE 
(Neuron Specific Enolase), NF (Neurofilament), TH (Tyrosine Hydroxylase), DAT (Dopamine Transporter), chAT (Cho- 
line Acetyl Transferase), DBH (Dopamine p-Hydroxylase), TPH (Tryptophane Hydroxylase), GAD (Glutamic Acid Des- 
hydrogenase) et, plus gene>alement, tous les promoteurs des enzymes de synthese ou des transporters des neuro- 
mediateurs ou tout autre promoteur de genes dont I'expression est specifique d'un type ou sous-type neuronal ou glial 

35 donne. 

[0021] Enfin, on peut aussi envisager I'utilisation de promoteurs viraux, tels que par exemple les promoteurs CMV 
(Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), TK (Thymidine Kinase), SV40 (Simian Virus) et LTR (Long Terminal 
Repeat). 

[0022] Par ailleurs, les acides nucfeiques de I'invention comprennent egalement un gene therapeutique . On entend 
40 par gene therapeutique au sens de la presente invention, tout acide nucleique comprenant au moins une phase ouverte 
de lecture codant un ARN ou un polypeptide therapeutique ou vaccinal. L'acide nucleique peut §tre un ADN comple- 
mentaire, genomique, synth£tique ou semi-synttfetique. II peut etre d'origine variees telles que mammifere, plante, 
virale, artificielle, etc. Le produit de transcription ou de traduction presente done des proprtefes therapeutiques ou 
vaccinales. On peut citer a titre d'exemple particuliers des enzymes, facteurs de croissance (facteurs trophiques no- 
45 tamment), neurotransmetteurs ou leurs precurseurs, des facteurs toxiques (Thymidine Kinase par exemple), des an- 
ticorps ou fragments d'anticorps, etc. 

[0023] ^utilisation des constructions de I'invention peut etre envisaged pour diriger I'expression de un ou plusieurs 
genes codant un ARN ou une proline que Ton souhaiterait adresser au neurone sans expression de ceux-ci dans les 
cellules non-neuronales, dans le but d'6tablir des modeles animaux ou dans une perspective de therapie etiologique 
50 ou symptomatique, substitutive ou suppressive. II peut s'agir par exemple de genes de la famille des facteurs trophi- 
ques, tels que par exemple les neurotrophines (NGF, BDNF, NT3, NT4-5, GMF....), les facteurs de croissance [famille 
des fibroblastes growth factors FGF (a et b), famille des vascular endothelial cell growth factors VEGF, famille des 
epidermal growth factors EGF, famille des Insulin growth factors IGF (I et II)], la superfamille des TGFp dont les families 
des TGFp, GDNF/neurturine. 

55 [0024] II peut egalement s'agir de genes codant des cytokines, tels que par exemple le CNTF, LIF, Oncostatine M, 
Cardiotrophine 1 , ou des proteines de la famille des interleukines. 

[0025] II peut encore s'agir de genes codant pour les recepteurs de ces differents facteurs ou codant pour les facteurs 
de transcription regulant I'expression de ces differents facteurs. II peut Egalement s'agir de genes codant pour les 
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enzymes de synthase ou de degradation des differents neurotransmetteurs et neuropeptides ou de leurs precurseurs, 
ou des cofacteurs essentiels k cette synthase ou ce catabolisme, ou encore des facteurs de transcription regulant 
I'expression de ces prolines; ainsi que de genes codant pour les r6cepteurs des neurotransmetteurs/neuropeptides 
(ou pour des sous-unites de ces recepteurs) et pour les prolines intervenant dans les voies de transduction. 

5 [0026] D'autres genes d'interet dans le cadre de I'invention sont notamment des genes codant pour des agents 
antioxydants tels que par exemple la SOD (Superoxyde Dismutase), la GPX (Glutathion Peroxydase), la Catalase ou 
une enzyme de la respiration cellulaire; les enzymes impliquees dans le cycle cellulaire comme p21 , ou autres prolines 
inhibitrices des kinases dependantes ainsi que les genes de I'apoptose tels que ICE, Bcl2, BAX,.... 
[0027] De fagon plus g6n6rale, tout gene dont I'anomalie d'expression induit une pathologie du systeme nerveux 

10 peut etre exprime dans les constructions de I'invention, tels que des g£nes dont la mutation est directement a I'origine 
de pathologies ou des genes dont les produits interviennent dans la meme voie metabolique. II peut encore s'agir de 
genes toxiques, pour la therapie anticancereuse (par exemple la Thymidine Kinase ou le Cytosine Deaminase), des 
ARN antisens, ribozymes, voire des genes rapporteurs pour les etudes de developpement, cinetique et/ou biodispo- 
nibilite, tels que les genes (i-Galactosidase, Luciferase, ou GFP (Green Fluorescent Protein). II peut egalement s'agir 

15 des genes impliqu^s dans les systemes de recombinaison conditionnelle dans le systeme nerveux dans le but d'etablir 
des modules animaux, comme par exemple des animaux transgSniques y compris le systeme de knock out condition- 
nel. 

[0028] II est entendu que Thomme du metier peut aisement adapter le type de gene en fonction de I'utilisation re- 
cherch6e. 

20 [0029] Dans les acides nucteiques de I'invention, les differents elements sont agences de sorte que le promoteur 
contrdle I'expression du gene therapeutique et la ou les sequences NRSE controlent I'activite du promoteur. Gen6ra- 
lement, le gene est done place en aval du promoteur et en phase avec celui-ci. Par ailleurs, la region regulatrice est 
gen6ralement plac6e en amont du promoteur, bien que, comme indique ci-avant, ce ne soit pas necessaire k I'activite. 
La distance entre la region regulatrice (sequences NRSE) et le promoteur est variable selon la nature des sequences 

25 utilisees et le nombre de repetitions du motif NRSE. Avantageusement, les sequences rSgulatrices sont plac6e k une 
distance inferieure k 2 kb du promoteur, de preference a une distance inferieure k 1 kb. 

[0030] Selon un mode particulier de I'invention, les sequences NRSE sont associees k des systeme de regulation 
afin de controler finement I'expression d'acides nucieiques dans les cellules. Parmi les systemes de regulation, on 
peut citer tout particulierement le systeme utilisant d'une part le transactivateur tTA controle par la tetracycline et d'autre 

30 part un promoteur tTA sensible comme cela est decrit dans la demande FR 98/140080 et incorporee k la pr6sente 
demande par reference. Brievement, j'acide nucleique comporte une premiere region comprenant un acide nucleique 
codant pour le transactivateur du systeme de regulation par la tetracycline (tTA) sous le controle d'un promoteur modere 
ainsi qu'une deuxieme region comprenant un acide nucleique d'interet sous le controle d'un promoteur sensible au 
tTA. Ce promoteur sensible peut etre tout promoteur, meme fort, dont I'activite est augmentee en presence dudit tran- 

35 sactivateur. D'un point de vue structural, ce promoteur comprend dans sa sequence ou k une distance fonctionelle de 
celle-ci, au moins un site de liaison (ou region op6ratrice Op) du facteur tTA. De maniere preteree les deux regions 
precedentes sont sepantes. Pour la realisation de I'invention, les sequences NRSE peuvent §tre placees an amont 
du promoteur tTA sensible bien que cela ne soit pas necessaire k I'activite, y compris entre les deux regions pr6c6- 
demment d6crites. 

40 [0031] Ce mode particulier de I'invention permet avantageusement d'avoir en mSme temps non seulement une re- 
gulation de I'expression d'un acide nucleique par la tetracycline mais aussi une specificity tissulaire de I'expression et 
notamment dans les cellules nerveuses, apportee par les sequences NRSE. En outre, cette regulation fine du promo- 
teur assure une efficacite et une s6curit6 remarquable dans I'expression de transgenes, necessaires en therapie g6- 
nique. 

45 [0032] La presente invention est egalement relative k des vecteurs comprenant un acide nucleique tel que defini ci- 
avant. Ce vecteur est avantageusement capable de transduire les cellules nerveuses de mammifere, notamment hu- 
maines mais il n'est pas necessaire qu'il possede un tropisme particulier pour les dites cellules. Ainsi, I'invention permet 
avantageusement I'utilisation de tout type de vecteur. II peut s'agir d'un vecteur de type plasmidique (plasmide, episo- 
me, chromosome artificiel, etc.) ou viral. Parmi ces derniers, on peut citer de maniere priviiegi6e les vecteurs derives 

so des adenovirus, des AAV et des virus de Pherpes, dont le tropisme pour les cellules et tissus nerveux a 6t6 fortement 
documente dans I'art ant6rieur. On peut egalement citer d'autres virus tels que les retrovirus ou les rhabdovirus. A cet 
egard, les exemples fournis ci-apres demontrent que les sequences NRSE introduces dans des vecteurs viraux ont 
une activite tres importante. Ainsi, de maniere inattendue, lorsque des sequences NRSE et notamment 6 et 12 se- 
quences ont 6te introduces dans un vecteur viral (adenovirus), elles induisent une reduction de 91 a 98 % respecti- 

55 vement de I'expression d'un transgdne dans des cellules non-nerveuses in vitro et de 90 k 96% in vivo. Ces resultats 
montrent avantageusement qu'il est possible d'exprimer specifiquement dans les cellules nerveuses un acide nucleique 
d'interet sans expression dans les cellules non-nerveuses, selon un systeme simple, grace k ces sequences de regu- 
lation. En outre, ces sequences NRSE presentent I'avantage par leur taille reduite d'etre particulierement adaptees 
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pour la regulation de I'expression de genes incorpores dans un vecteur dans lequel I'espace d'insertion de sequences 
regulatrices est limite. Aussi, il est maintenant possible d'envisager d'associer ces sequences a d'autres systemes de 
regulation dans un m§me vecteur. 

[0033] Un objet particulier de invention reside done dans un virus recombinant defectif comprenant un acide nu- 
5 cieique d'interet sous le contrdle de sequences d'expression, caracterise en ce que lesdites sequences d'expression 
comprennent un promoteur et une ou plusieurs sequences NRSE. 

[0034] D'une maniere generate, les virus recombinants de Nnvention sont defectifs, e'est-a-dire incapables de repli- 
cation autonome dans une cellule. La production de virus recombinants defectifs est connue de rhomme du metier, 
ainsi qu'illustre par exemple dans GRAHAM R et PREVEC L, (In: Methods in Molecular Biology (1991) MURRAY E. 
10 J. (ed), the Humana Press Inc. Clifton, NJ, chapter 11 , pp1 09-1 28). Notamment, chacun de ces virus peut etre fabrique 
dans des lignees cellulaires d'encapsidation possedant les dites fonctions def icientes. De telles Iign6es ont 6te decrites 
dans la litterature (293 et derives par exemple). 

[0035] Selon un mode de realisation particulier de I'invention, le virus recombinant defectif est un adenovirus. En 
particulier, pour ce virus, differents serotypes, dont la structure et les proprietes varient quelque peu, ont 6t6 caracte- 

15 rises. Parmi ces serotypes, on pr6f6re utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 
2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/2691 4). Parmi les adenovirus d'origine 
animate utilisables dans le cadre de la presente invention on peutciter les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mav1 , Beard et al. f Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 
preference, I'adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [sou- 

20 che manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

[0036] Preferentiellement, les adenovirus defectifs de I'invention comprennent les ITR, une sequence permettant 
I'encapsidation et un acide nucieique selon I'invention. Encore plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus 
de I'invention, la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le gene viral consider peut etre rendu non fonctionnel par 

25 toute technique connue de rhomme du metier, et notamment par suppression totale, substitution, deletion partielle, 
ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes considers. De telles modifications peuvent etre obtenues 
in vitro (sur de I'ADN isoie) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par 
traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres regions peuvent egalement etre modifiees, et notamment la region 
E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 (W094/281 52, W094/1 2649, WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un 

30 mode prefere de mise en oeuvre, l'ad6novirus selon ('invention comprend une deletion dans les regions E1 et E4. 
Selon un autre mode de realisation pref6re, ii comprend une deletion dans region E1 au niveau de laquelle sont insets 
la region E4 et la sequence nucieique de I'invention (Cf FR94 13355). II peut s'agir egalement d'un adenovirus recom- 
binant, defectif pour les regions E1 et/ou E2 et/ou E4 par exemple. Dans les virus de I'invention, la deletion dans la 
region E1 s'etend preferentiellement des nucleotides 455 a 3329 sur la sequence de I'adenovirus Ad5. 

35 [0037] Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent etre prepares par toute technique connue 
de I'homme du metier (Levrero et at., gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En parti- 
culier, ils peuvent §tre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre 
un acide nucieique de I'invention ou un acide nucieique d'interet sous le controle de sequences d'expression compre- 
nant un promoteur et une ou plusieurs sequences NRSE. La recombinaison homologue se produit apres co-transfection 

40 desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropri6e. La lignee cellulaire utilisee doit de preference 
(i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie du 
genome de I'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59) qui contient notamment, integree dans son g6nome, la partie gauche du g6nome d'un adenovirus Ad5 (12 

45 %) ou des Iign6es capables de complementer les fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans les demandes 
n° WO 94/26914 et WO95/02697 ou dans Yeh et al., J. Virol. 70 (1996) 559. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont r6cuperes et purifies selon les techniques classiques de biologie 
moieculaire. 

[0038] Selon un autre mode de realisation particulier de I'invention, le virus recombinant defectif est un AAV. Les 
50 virus ad6no-associes (AAV), sont des virus a ADN de taille relativement r6duite, qui s'integrent dans le genome des 
cellules qu'ils infectent, de maniere stable et site-specifique. Ils sont capables d'infecter un large spectre de cellules, 
sans induire d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas 
impliques dans des pathologies chez I'homme. Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee inversee (ITR) de 145 bases environ, servant 
55 d'origine de replication pour le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions 
d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le gene rep implique dans la replication virale et I'expression 
des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap codant pour les proteines de capside du virus, 
^utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfer! de genes in vitro et in vivo a 6te d6crite dans la litterature 
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(voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5, 139,941, EP 488 528). Ces demandes decrivent 
differentes constructions derivees des AAV, dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont deletes et remplaces par un 
gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou in vivo (directement dans un orga- 
nisme) ledit gene d'interet Les AAV recombinants defectifs selon I'invention sont defectifs pour tout ou partie des 

5 regions Rep et/ou Cap. lis peuvent etre prepares par co-transfection, dans un lignee cellulaire infectee par un virus 
auxiliaire humain (par exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant une sequence nucleique ou une combinaison 
de sequences nucteiques de ('invention bordee de deux regions repetees inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide 
portant les genes d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. Une lignee cellulaire utilisable est par exemple la lignee 
293. D'autres systemes de production sont decrits par exemple dans les demandes W095/14771; W095/13365; 

10 W095/13392 ou WO95/06743. Les AAV recombinants produits sont ensuite purifies par des techniques classiques. 
[0039] Selon un autre mode de realisation particulier de I'invention, le virus recombinant defectif est un retrovirus, 
un rhabdovirus ou encore un HSV. Concernant les retrovirus et les virus de I'herpes, la construction de vecteurs re- 
combinants a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203; 
EP 453242, EP1 78220, Bernstein et al. genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En 

15 particulier, les retrovirus sont des virus integrals, infectant selectivement les cellules en division, lis constituent done 
des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le genome des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, 
une sequence d'encapsidation ettrois regions codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs recombinants derives des 
retrovirus, les genes gag, pol et env sont generalement deletes, en tout ou en partie, et remplaces par une sequence 
d'acide nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises a partir de differents types de retrovirus 

20 tels que notamment le MoMuLV ("murine Moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MSV ("murine Moloney 
sarcoma virus"), le HaSV ("Harvey sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("Rous sarcoma virus") 
ou encore le virus de Friend. 

[0040] Pour construire des retrovirus recombinants selon I'invention comportant un acide nucleique de I'invention 
ou un acide nucleique d'interet sous le controle de sequences d'expression comprenant un promoteur et une ou plu- 

25 sieurs sequences NRSE, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et ladite sequence 
nucleique est construit, puis utilise pour transfecter une lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en 
trans les fonctions retrovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees d'encapsidation sont done 
capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees d'encapsidation ont ete decrites dans I'art anterieur, 
et notamment la lignee PA317 (US4,861,719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 

30 (WO89/071 50). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des modifications au niveau des LTR pour 
supprimer I'activite transcriptionnelle, ainsi que des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du 
gene gag (Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite purifies par des 
techniques classiques. 

[0041] La presente demande montre la possibility d'utiliser des sequences NRSE pour reguler ('expression d'un 
35 g&ne in vivo. En effet, les resultats presentes dans les exemples ci-apres montrent que les sequences sont tou jours 
activent in vivo et permettent une expression d'un trans gene dans les cellules neuronales sans avoir d'expression 
dans les cellules non neuronales. 

[0042] La demande montre egalement que les sequences NRSE sont capables, selon leur agencement (nombre de 
copies), de reguler efficacement I'activite d'un promoteur fort, ce qui permet des utilisations nombreuses et particulie- 

40 rement avantageuses. En effet, les resultats obtenus demontrent que Texpression dans les cellules neuronales est 
non seulement specifique mais egalement comparable a celle obtenue avec des promoteurs forts. L'invention montre 
en outre de maniere etonnante que I'activite des sequences NRSE semble etre potentialisee lorsque celles-ci sont 
inserees dans un vecteur d'origine virale. Ce dernier type de construction combine done des proprietes particulierement 
attrayantes telles que I'efficacite du transfert et la selectivity d'expression. 

45 [0043] L'invention concerne egalement toute cellule comprenant un acide nucleique ou un vecteur ou un virus tel 
que defini ci-avant. Avantageusement, cette cellule est une cellule nerveuse de mammifere. II peut s'agir en particulier 
d'une cellule provenant d'une lignee etablie ou d'une cellule provenant d'une culture primaire. Ces cellules peuvent 
etre utilisees pour la production de polypeptides par exemple, ou pour tester I'activite de genes. Elles peuvent egale- 
ment etre utilisees dans des approches de therapie cellulaire, par implantation ou injection chez un sujet. 

50 [0044] A cet egard, l'invention a aussi pour objet une composition comprenant un acide nucleique ou un vecteur ou 
un virus ou une cellule tels que definis ci-avant et un excipient. Avantageusement, ii s'agit d'une composition pharma- 
ceutique. Pour leur utilisation selon la presente invention, I'acide nucleique, le vecteur ou les cellules sont preferen- 
tiellement associes a un ou des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour etre formule en vue d'administrations 
par voie topique et notamment stereotaxique, orale, parenterale, intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous- 

55 cutanee, intraoculaire, transdermique, etc.... De preference, I'acide nucleique, le vecteur ou les cellules sont utilises 
sous une forme injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chiorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de com- 
positions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
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permettent la constitution de solutes injectables. 

[0045] Selon un mode prefe>e\ la composition selon Pinvention est administree par la voie intramusculaire, de pre- 
ference par injection. En effet, la voie intramusculaire choisie permet d'obtenir, de fagon inattendue, un effet therapeu- 
tique important, grace au transport retrograde des produits issus des genes therapeutiques et produits dans le muscle. 

5 En effet, ces produits, correspondant aux acides nucleiques ou issus des vecteurs selon I'invention, sont absorbes au 
niveau des jonctions neuromusculaires (plaques motrices) et sont acheminees jusqu'aux corps cellulaires des moto- 
neurones par transport retrograde le long des axones motoneuronaux. En outre, ce mode d'administration presente 
egalement I'avantage de prevenir ies effets indesirables due a ('expression ectopique de genes therapeutiques dans 
le traitement des maladies neurologiques. Par cette methode il devient done aise d'infecter specifiquement Ies cellules 

10 neuronales sans promouvoir I'expression de transgenes dans Ies muscles injectes ou I'excretion de leurs produits 
dans la circulation sanguine. En effet, elle palie incontestablement tous Ies inconv6nients rencontres jusqu'a present 
en therapie dus a I'acces limite des facteurs neurotrophiques aux motoneurones, a la demi-vie tres courte de ces 
profeines ainsi qu'aux effets deieteres encourus lors d'une administration systemique de ces produits. Par ailleurs, 
etant donne la facilite d'acces du lieu a injecter, cette methode est avantageusement utilisable quelque soit le type de 

15 pathologie neuronale ou motoneuronale. 

[0046] Les quantifes de ces differents elements peuvent etre ajustes par I'homme du metier en fonction des appli- 
cations envisagees et en fonction de differents parametres, comme notamment le site d'administration consider, le 
nombre d'injections, le gene a exprimer, ou encore la dur£e du traitement recherchee. 

[0047] L'invention concerne encore l'utilisation, pour la preparation d'une composition destin6e au transfert et a 
20 I'expression d'un acide nucleique d'interet dans un tissu ou cellule nerveuse, d'une construction comprenant: 

un promoteur 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

25 

(edit acide nucleique, 

agences de sorte que I'expression dudit acide nucleique soit controiee par ledit promoteur et que I'activite dudit pro- 
moteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

30 [0048] L'utilisation des acides nucleiques de i'invention pour le transfert de genes in vivo ou ex vivo, par exemple 
en therapie genique, permet de limiter I'expression ectopique des transgenes d'inferet et de cibler I'effet therapeutique 
recherche aux populations neuronales. Elle empeche ainsi les effets deieteres eventuels dus a la diffusion du transgene 
dans I'organisme. On peut envisager l'utilisation de ce systeme dans les differentes pathologies de la moelle epiniere 
(degeneratives ou traumatiques) ainsi que dans toute autre pathologie neurologique centrale, peripherique ou neu- 

35 ropsychiatrique atteignant specifiquement des populations neuronales. En neurologie fondamentale, ce systeme de- 
vrait egalement permettre de pr6ciser I'origine (neuronale ou gliale) des effets observes in vitro et in vivo. 
[0049] L'invention concerne egalement l'utilisation, pour la preparation d'une composition destinee au traitement des 
maladies motoneuronales, par voie intramusculaire, d'un acide nucleique d'interet dans un tissu ou cellule nerveuse, 
d'une construction comprenant: 

40 

un promoteur 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

45 - (edit acide nucleique, 

agences de sorte que I'expression dudit acide nucleique soit controiee par ledit promoteur et que I'activite dudit pro- 
moteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

[0050] L'invention concerne egalement l'utilisation des vecteurs tel que d6finis precedemment et comprenant un 
50 acide nucleique d'interet sous le contrdle de sequences d'expression, caracterise en ce que lesdites sequences d'ex- 
pression comprennent un promoteur et une ou plusieurs sequences NRSE. 

[0051] L'utilisation de vecteurs viraux repose sur les proprietes naturelles de transfection des virus. Ces vecteurs 
s'averent particulierement performants sur le plan de la transfection. II est ainsi possible d'utiliser les vecteurs de 
l'invention pour le transfert et I'expression dans les cellules neuronales de gene d'interet, in vivo, in vitro ou ex-vivo et 
55 notamment pour la therapie genique. Ainsi, I'expression d'un acide nucleique d'interet sous le controle notamment 
d'une ou plusieurs sequences NRSE est obtenue de maniere sp6cifique dans les cellules nerveuses tandis que I'ex- 
pression ectopique est limitee. Ces vecteurs peuvent done etre utilises dans le traitement et/ou la prevention de dif- 
ferentes pathologies neurologiques centrales, peripheriques ou neuropsychiatriques atteignant les cellules nerveuses 
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et notamment les maladies neurodegeneratives ainsi que differentes pathologies de la moelle £piniere. A titre d'exem- 
ple, on peut citer particulierement la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, I'Ataxie spinale musculaire, la 
choree d'Huntington. 

[0052] Ces vecteurs peuvent notamment etre utilises dans le traitement et/ou la prevention des pathologies moto- 
5 neuronales telles que par exemple la sclerose laterale amyotrophique, I'amyotrophie spinale de type I (maladie de 
Werdnig Hoffman), de type II ou III (maladie de Kugelberg-Welander), I'amyotrophie spinale bulbaire (telle que la 
maladie de Kennedy). 

[0053] Ces vecteurs sont particulierement adaptes au traitement et/ou a la prevention de ces pathologies par voie 
intramusculaire. Comme explicite precedemment cette voie therapeutique permet d'atteindre les motoneurones grace 
10 au transport retrograde. 

[0054] Plus precisement, invention concerne r utilisation, pour la preparation d'une composition destinee au transfert 
et a I'expression d'un acide nucieique d'int6r§t dans un tissu ou cellule nerveuse, d'un vecteur tel que defini prece- 
demment et comprenant une construction dans laquelle : 

15 - un promoteur, 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

ledit acide nucieique, sont agences de sorte que I'expression dudit acide nucieique soit contrdiee par ledit promo- 
20 teur et que I'activite dudit promoteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

[0055] L'invention concerne egalement I'utilisation, pour la preparation d'une composition destinee au traitement des 
maladies motoneuronales, par voie intramusculaire, d'un acide nucieique d'interet dans un tissu ou cellule nerveuse, 
d'un vecteur tel que defini precedemment et comprenant une construction dans laquelle : 

25 

un promoteur, 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

30 - ledit acide nucieique, sont agences de sorte que I'expression dudit acide nucieique soit controiee par ledit promo- 
teur et que I'activite dudit promoteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

[0056] L'invention concerne encore une methode de regulation de I'expression de genes in vivo comprenant inser- 
tion, en amont dudit gene, de sequences NRSE et I'administration in vivo de la construction resultante et/ou du vecteur 

35 comprenant ladite construction. 

[0057] La pr6sente demande sera d6crite plus en details a I'aide des exemples qui suivent, qui doivent etre consi- 
ders comme illustratifs et non limitatifs. Ces exemples decrivent dans un premier temps le clonage d'un nombre 
croissant de sequences NRSE en amont du promoteur PGK dans des plasmides contenant le gene rapporteur de la 
luciterase, et la selection des constructions permettant une diminution de I'expression de la luciterase apres transfection 

40 de cellules non-neuronales. Dans un second temps, des constructions adenovirals correspondantes ont 6te g6ner6es 
et testees in vitro par infection de lignees cellulaires et de cultures primaires, puis in vivo apres injection intramusculaire 
des adenovirus recombinants chez la souris. Les resultats presentes illustrent les avantages des acides nucieiques 
de invention. 

45 LEGENDE DES FIGURES 

[0058] Figure 1 : Representation schematique des plasmides portant un promoteur chimerique de l'invention. 
I 0059 ! Figure 2 : Etude de fonctionalite des plasmides par transfection dans des cellules nerveuses (PC12) (Fig. 
2B) et non-nerveuses (3T3) (Fig. 2A) puis mesure de I'activite luciterase. 
50 [0060] Figure 3 :Etude de fonctionalite des virus recombinants detectifs in vitro par mesure de I'activite luciterase 
apres infection : 

de cellules non-nerveuses (Fibroblastes de rat 3T3) (Fig 3A) 

55 - de cellules nerveuses (Pheochromocytome de rat PC1 2) (Fig 3B) 

cultures de cellules primaires non-nerveuses, infection de cultures primaires de reins de rats nouveaux-nes (Fig 
3C) 
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de cultures de cellules prlmaires nerveuses, infection de cultures primaires de ganglions cervicaux superieurs 
issus de rats nouveaux-nes (Fig 3D) 

de cultures de cellules primaires non-nerveuses, infection de cultures primaires d'astrocytes issus d'embryons de 
5 rats (Fig 3E) 

de cultures de cellules primaires nerveuses, infection de cultures primaires de cellules neuronales corticales issus 
d'embryons de rats (Fig 3F) 

w [0061] Figure 4: Etude de fonctionalite des virus recombinants defectifs in vivo par injection intramusculaire chez la 
souris et mesure de I'activite luciferase. 

[0062] Figure 5 : Etude de fonctionalite des virus recombinants defectifs in vivo par injection dans les mucles linguaux 
chez la souris et mesure de I'activite luciferase 

is Fig.5 A: mesure de I'activite luciferase dans les cellules des muscles linguaux aux jours 8 et 35. 

Fig. 5 B: mesure de I'activite luciferase dans les cellules du systeme nerveux (bulbe) aux jours 8 et 35. 

MATERIELS ET METHODE 

20 

Lignees cellulaires et cultures primaires : 

[0063] Les cellules issues de pheochromocytome de rat (PC12) sont cultivees en milieu RPM1 1640 (Gibco) conte- 
nant 15% de serum de veau foetal (SVF) (Boehringer). Les cellules 3T3 issues de fibroblates de rat sont maintenues 

25 en milieu Dulbecco's modifie Eagle's (DMEM) contenant 10% de serum de veau foetal. Les cultures primaires de 
ganglion cervical superieur (GCS) sont obtenues a partir de dissections de ganglions cervicaux superieurs de rats 
Winstar (Iffa-Credo) nouveaux-nes, ages de 1 ou 2 jours et dissocies par 3mg/ml de dispase (Boehringer), deposes 
ensuite sur des plaques pfealablement recouvertes de collagene issu de queue de rat. Les cellules sont cultivees dans 
0,5 mi de milieu Leibovitz's L-15 (Gibco) tampone au bicarbonate et contenant plusieurs facteurs dont 70 ng/ml de 

30 NGF (nerve growth Factor), 5% de serum de rat adulte et 10u.M de cytosine arabinofuranoside. 

[0064] Les cultures primaires de rein sont prepares par dissociation a la trypsine de tissu renal de rats Winstar (Iffa- 
Credo) nouveaux-nes, ages de 1 ou 2 jours. Les cellules sont ensuite d6pos£es en plaques dans 10% de SVF afin de 
permettre des divisions cellulaires jusqu'a I'infection. 

[0065] Les cultures corticales sont issues d'embryons de rat E17 Sprague-Dawley (Iffa-Credo). Les cellules sont 
35 obtenues par dissection et dissociation mecanique et cultivees en milieur DMEM contenant 1 00 ng/ml de transferrine, 
25u.g/ml d'insuline, 10u.g/ml de putrescine, 5 ng/ml de selenite de sodium, 6,3 ng/ml de progesterone et 2mM de glu- 
tamine (Sigma). 

[0066] Les cultures primaires d'astrocytes sont d§rivees de tissu cortical embryonnaire de rat (E1 7 Sprague-Dawley) 
et cultivees en milieu DMEM contenant 10 % de SVF dans une atmosphere de 10% de CO^ et 90 % d'air. 

40 

Experiences in vitro : 

[0067] Pour les experience de transfection transitoire, un million de cellules sont eiectropofees au moyen d'unsys- 
teme Bio-Rad a 960uF et 190V pour les cellules PC12 ou 250V pour les cellules 3T3 avec 6u,g de chaque plasmides 

^5 testes, 7 u.g de plasmide Blue Script (Stratagene) et 2 u.g de vecteur pCAT 3- controle (Promega) qui est un plasmide 
codant pour la Chloramphenicol Acetyl Transferase (CAT) permettant le contrdle de I'efficacife de la transfection. 
[0068] Les cultures cellulaires sont infectees en remplacant le milieu de culture par du milieu sans serum contenant 
la suspension virale a une MOI de 200 pfu environ et en incubant pendant 45 minutes. Pour chaque construction 
(plasmidique ou adenovirale) 3 valeurs d'activite luciferase sont determinees sur 3 puits differents. Les experiences 

so d'infection sont rep6fees deux fois avec des stocks viraux differents pour chaque construction virale. 

[0069] Les cellules sont recoltees 48 heures apres l'6lectroporation ou I'infection dans 200 u.l d'un tampon de lyse 
contenant 25 mM de Tris phosphate pH 7,8; 0,08 mM de Luciferine; 0,1 mM d'ATP; 8 mM de MgCfe; 1 mM de di- 
thiothreitol; 1 mM d'EDTA; 1 5% de glycerol et 1 % de Triton. L'activite luciferase est mesuree a I'aide d'un luminometre 
de type LUMAT LB9501 (Berthold). Pour les cellules tranfecfees, 1% de serum albumine bovine (SAB) est ajoufe au 

55 tampon de lyse et I'activite est normalisee sur la base de I'activite CAT determinee par la methode de comptage d'un 
liquide de scintillation. Pour les adenovirus recombinants, I'activite luciferase est normalisee en fonction de la concen- 
tration en proteine des extraits cellulaires, determinee par le systeme Bio-Rad (Laboratoires Bio-Rad). 
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Experiences in vivo : 

[0070] Des souris male C57B16 (Charles River), ages de six mois sont anesthesi6s avec un melange de Rompun 
(Bayer)/Ketamine (UVA) et les constructions Ad-PGK-luc et Ad-NRSE-PGK-luc sont injectees lentement (2,5 ut/ml) 
5 dans la langue (10 9 pfu/ 4x2,5uf) et/ou dans le muscle gastrocnemien a une dose de 2.1 0 9 pfu/muscle (30uJ). 

[0071] Les souris sont sacrifices avec du pentobarbital (Sanofi) 7 a 35 jours apres I'infection. Les bulbes, les langues 
et les muscles sont pr6!6v6s pour mesurer I'activite luciterase.Les bulbes sont dissocies m6caniquement dans 200 uJ 
de tampon de lyse. Les muscles et les langues sont dissoctees a I'aide d'un systeme de type DIAX 900 polytron 
(Heidolph) dans 1 et 2 ml de tampon de lyse respectivement. 

10 

EXEMPLES 

1. Construction des promoteurs chimeriques et des vecteurs plasmidiques 

15 [0072] Le but de cet exemple est de decrire I'obtention des promoteurs chim6riques ainsi que les contructions de 
vecteurs plasmidiques comportant ces promoteurs particuliers. 

[0073] Le plasmide pPGK-Luc comprend le gene Luc sous controle du promoteur eucaryote ubiquitaire PGK. Pour 
obtenir le plasmide pPGK-Luc, les 500 pb du promoteur PGK murin ont ete ins6r6s dans un plasmide commercial pUT 
103 (CAYLA FRANCE) comportant le gene rapporteur luciferase fusionne a la zSocine et une sequence de polyade- 

20 nylation de SV-40 en configuration "early" (PolyA). 

[0074] Ensuite, une, deux, trois, six et douze copies de la sequence NRSE du gene SCG10 (TTCAGCACCACGGA- 
GAGTGCC, SEQ ID n° 1) [2] ont ete ins<§n§es dans une configuration antiparallele en amontdu promoteur PGK. Pour 
cela, un fragment de 26 pb contenant la sequence NRSE d6crite ci-dessus encadr6e par 2 sites Mlul a ete construit 
par hybridation de 2 oligonucleotides synthetiques correspondants. Ce fragment a ete insure* en une ou plusieurs 

25 copies au niveau du site Mlul de pPGK-Luc et a permis I'obtention des plasmides comportant 1 , 2 et 3 copies NRSE. 
Le plasmide comportant 6 copies NRSE a 6t6 obtenu a partir du plasmide en comportant 3 (pNRSE3-PGK-Luc) selon 
la strategie suivante : un fragment BamHI / Xhol contenant 3 copies NRSE est extrait de pNRSE3-PGK-Luc et introduit 
au niveau du site Xhol de pNRSE3~PGK-Luc, ce qui gSnere p6NRSE-PGK-Luc. De m6me, le plasmide comportant 
12 copies NRSE a ete obtenu a partir du plasmide en comportant 6 (p6NRSE-PGK-Luc) en introduisant le fragment 

30 BamHI / Xhol en double copie dans p6NRSE-PGK-Luc. 

[0075] Enfin, la cassette d'expression PGK (avec ou sans NRSE)-Luc-PolyA des diff6rents plasmides decrits ci- 
dessus a et6 introduce dans un plasmide navette utilisable pour la construction de virus recombinants defectifs, entre 
la sequence ITR gauche de ^adenovirus (Inverted Terminal Repeat, origine de replication) et la sequence codant pour 
le polypeptide IX (proteine de la capside virale) (figure 1). 

35 [0076] II est entendu que, selon le m£me protocole, tout autre plasmide peut etre construit incorporant de 1 a 50 
copies d'un motif NRSE, associe a un promoteur ubiquitaire eucaryote autre que PGK, sous le contrdle duquel peut 
etre insere tout transgene d'interet. 

2. Analyse fonctionnelle par transfections de lignees cellulaires 

40 

[0077] Le but de cet exemple est de d6montrer que les contructions plasmidiques comportant le promoteur chim6- 
rique comprenant les sequences NRSE sont fonctionelles et permettent I'expression en cellule d'un gene d'interet. 
[0078] Les constructions plasmidiques d6crites dans I'exemple 1 ont ete testees par transfection transitoire (eiec- 
troporation) de lignees neuronales PC12 (pheochromocytome de rat) et non neuronales 3T3 (fibroblastes de rat). Les 

45 valeurs d'activite Iucif6rase obtenues sont normalis6es par rapport a I'activite CAT (Chloramphenicol Acetyl Transfe- 
rase) mesuree dans une solution contenant 125 mM de Tris phosphate pH 7,8, 125 u.M de chloramphenicol et 0,12 
u.M d'acetylcoenzyme A radiomarque. Les dosages sont realises en presence d'un fluide de scintillation Econofluor a 
I'aide d'un compteur KONTRON apres une heure d'incubation a 37°C. Pour chaque construction plasmidique, 3 valeurs 
d'activite luciferase ont ete determinees et les moyennes et les erreurs standards obtenues sont presentees dans la 

so figure 2. 

[0079] Les resultats obtenus montrent que les constructions comportant 6 et 12 copies NRSE sont capables de 
diminuer I'expression de la luciferase de 66 et 82 % respectivement, dans les cellules non-nerveuses (3T3), soit une 
perte de pres d'un logarithme d'expression par rapport a la construction pPGK-Luc. Les resultats montrent egalement 
que la presence des motifs NRSE dans les cellules nerveuses PC12 ne diminue pas I'expression de la luciferase, voire 
55 m§me est succeptible de I'augmenter. Une augmentation de 25% statistiquement significative est en effet observ6e 
entre p12NRSE-PGK-Luc et pPGK-Luc. 

[0080] Ainsi, il est d6montre par les resultats obtenus que les contructions plasmidiques comportant le promoteur 
chimerique comprenant les sequences NRSE sont fonctionelles et permettent I'expression en cellule d'un g6ne d'interet 
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dans les cellules neuronales uniquement tout en inhibant de manfere tr6s significative ['expression dudit g£ne dans 
les non neuronales. 

3. Construction de virus recombinants defectifs 

5 

[0081] Le but de cet exemple est de dScrire I'obtention des promoteurs chimeriques ainsi que les contructions de 
vecteurs viraux comportant ces promoteurs particuliers. 

[0082] Dans le but de completer cette etude in vitro et in vivo, les trois constructions adenovi rales correspondantes 
ont 6t6 g6ner6es : Ad-PGK-Luc, Ad-6NRSE-PGK-Luc et Ad-12NRSE-PGK-Luc. Ces virus recombinants ont 6te cons- 

10 truits selon les techniques connues de biologie, par co-transfection, dans une lignee d'encapsidation (cellules 293) 
des plasmides navettes decrits dans I'exemple 1 et d'un genome adenoviral defectif de type 5. Les plasmides navette 
ont tout d'abord ete linearises par coupure enzymatique au site Fspl et co-transfect6s avec le long fragment Cla\ de 
l'ad6novirus dans la lignee cellulaire 293 par la methode de precipitation de I'ADN au phosphate de calcium. 
[0083] Les genomes recombinants encapsides sont ensuite purifies selon les techniques classiques et notamment 

15 par la technique de purification en plaques. Le fragment int£gr£ est ensuite vgrifie par analyse des fragments de 
restriction et par PCR. Les stocks de virus ont ete prepares par propagation de l'ad£novirus recombinant en cellule 
293 puis par ultracentrifugation notamment en gradient de chlorure de C6sium et purification sur colonne de purification 
de type Sephadex G25M (Pharmacia). Les titres viraux ont ete determine par lecture de la densite optique et verifie 
en outre par la methode en plaque. Tous les stocks de virus avaient des titre autour de 2.10 s pfu/uJ. 

20 

4. Analyse fonctionnelle in vitro 

[0084] Le but de cet exemple est de demontrer que les contructions virales decrites dans I'exemple 3 et comportant 
le promoteur chimerique comprenant les sequences NRSE sont fonctionelles et permettent le controle du promoteur 

25 dans differents types cellulaires. 

[0085] Les trois adenovirus construits dans I'exemple 3 ci-dessus ont ete testes in vitro par infection de lignees 
cellulaires et de cultures primaires a une dose de 20 et 200 pfu/cellule respectivement. Les mesures sont effectuees 
comme decrit precedemment sur 50 u.l de surnageant et normalisees par rapport a la quantite de proteines totales, 
obtenue a I'aide d'un systeme Bio Rad protein assay kit (Bio-Rad). Pour chaque adenovirus, 3 valeurs d'activite luci- 

30 ferase ont ete determin6es sur des puits differents. Les valeurs moyennes et les erreurs standards obtenues sont 
illustrees figure 3 pour les lignees et figure 4 pour les cultures primaires. 

[0086] L'expression du gene rapporteur luciferase est diminuee de 97 % et 99 % respectivement avec les adenovirus 

recombinants Ad-6NRSE-PGK-Luc et Ad-12NRSE-PGK-Luc dans la Iign6e non-neuronale 3T3. 

[0087] Dans la lignee neuronale PC12, 1'activite luciferase des deux adenovirus comportant des sequences NRSE 

35 est sup6rieure a celle observee avec I'adenovirus Ad-PGK-Luc. 

[0088] De meme, apres infection de cultures primaires de ganglion cervical superieur (GCS) de rats nouveaux-n6s, 
I'activite luciferase est similaire pour les 3 constructions adenovirals (une analyse de variance globale a un facteur 
ANOVA ne montre pas de difference significative entre les trois groupes). En revanche, I'expression de la luciferase 
est diminuee de 91 a 98 % apr£s infection des cultures primaires de reins de rats nouveaux-nes avec les adenovirus 

40 recombinants Ad-6NRSE-PGK-Luc et Ad-12NRSE-PGK-Luc, soit une perte de 2 logarithmes d'expression de PGK en 
presence des 12 copies NRSE. 

[0089] Confirmant les r6sultats precedents, I'infection par les 3 constructions d'astrocytes et de cellules du cortex 
neuronal issues d'embryons de rats 3g6s de 17 jours, montre comme attendu que I'activite luciferase est tres signifi- 
cativement diminuee (d'un facteur 10) dans les cellules astrocytaires pour les constructions comportant 6 ou 12 s6- 
45 quences NRSE (fig 3 E). Comme egalement prevu, I'activite luciferase'est comparable dans les cellules du cortex, 
pour les trois types de constructions virales precedemment citees (fig 3 F). 

[0090] Ces resultats sont particulierement surprenants et remarquables dans la mesure ou ils montrent (i) que les 
promoteurs chimeriques de I'invention sont fonctionnels sur des cultures primaires, (ii) que les promoteurs sont fonc- 
tionnels dans un contexte viral et (iii) que I'activite de repression est plus grande dans le contexte adenoviral que dans 
50 le vecteur plasmidique correspondant (Cf figures 2 et 3). 

[0091] Ainsi, cet exemple a permis de demontrer que les contructions virales comportant le promoteur chimerique 
comprenant les sequences NRSE sont fonctionelles et permettent I'expression en cellule d'un gene d'interet dans les 
cellules neuronales uniquement tout en inhibant de maniere tr&s significative I'expression dudit gene dans les cellules 
non neuronales. 

55 

5. Analyse fonctionnelle in vivo 

[0092] Le but de cet exemple est de demontrer que les contructions virales decrites dans I'exemple 3 et comportant 



13 



EP1 120 466 A2 

!e promoteur chim6rique comprenant les sequences NRSE sont fonctionelles et permettent le controle in vivo du 
promoteur . 

[0093] Compte tenu des rSsultats tres encourageants d6crits dans I'exemple 4, Pactivite des constructions de In- 
vention a 6t6 testee in vivo, par mesure de I'expression de la luciferase aprfcs injection intramusculaire (muscle gas- 
5 trocn£mien et muscle de la langue) de ces 3 adenovirus recombinants chez la souris. 

5.1 Injection dans le muscle gastrocn6mien 

[0094] Chaque construction adenoviral a §t6 injectee en 3 points dans le muscle gastrocnemien droit de 7 sourls 
10 k une dose de 2. 1 0 9 pf u/muscle ? sous un volume de 30 ui Les muscles inject§s ont 6t6 pr6lev6s 7 jours apr&s I'injection 
et dissoci6s dans 1 ml de tampon en vue d'une determination de Pactivite lucif erase r£alis£e sur 1 50 uJ de surnageant. 
Les moyennes et les erreurs standards des 7 valeurs d'activites lucif erase obtenues, rapportees ci la quantity de pro- 
line, sont presentees sur la figure 5. 

[0095] Ces r§sultats montrent que I'expression de la luciferase est diminu£e de 90 et 96 % avec les adenovirus 
is recombinants Ad-6NRSE-PGK-Luc et Ad-1 2NRSE-PGK-Luc une semaine apr£s les injections. 

[0096] L'expression de la luciferase apr£s injection intra-musculaire de Ad-12NRSE-PGK-Luc et de Ad-PGK-Luc a 
ete compare a plus long terme chez la souris. Une diminution de Pactivite luciferase est toujours observde avec Ad- 
12NRSE-PGK-Luc un mois (95%) et trois mois (91%) aprks les injections. 

20 5.2 Injection dans les muscles de la langue 

[0097] Le transport retrograde a ete utilise afin de comparer I'expression des deux constructions Ad-PGK-Luc et Ad- 
12NRSE-PGK-Luc dans le bulbe et dans les muscles de la langue apr&s injection intramusculaire dans la langue de 
souris. 

25 [0098] De mani&re comparable k ceux dejct obtenus, les activites luciferases des deux constructions sont similaires 
dans le sysfeme nerveux, une semaine apr£s Padministration (fig.5 B). A Pinverse, Pactivite luciferase diminue de 90 
% dans les muscles injectes avec la construction Ad-12NRSE-PGK-Luc par rapport aux muscles injectes avec la 
construction Ad-PGK-Luc (fig.5 A). Cette repression est maintenue dans le temps et pendant au moins 35 jours apres 
I'infection. De manfere inferessante, bien que le niveau d'expression k 35 jours soit inferieur k celui obtenu k 8 jours 

30 apres I'infection, la difference d'expression entre les deux constructions virales pr6c6dentes demeure tres significative. 
[0099] Une fois encore, ces resultats confirment la fonctionalite des constructions de Pinvention in vivo, et font ap- 
paraitre un facteur de repression encore supSrieur k ceux observes in vitro apr&s transfection des plasm ides dans les 
cellules non neuronales. 

[0100] Ces resultats dgmontrent en outre, la haute efficacite des constructions de Pinvention in vivo pour cibler I'ex- 
35 pression d'un gene d'interet dans les cellules neuronales. L'utilisation de cette approche en trterapie g6nique permet 
de limiter I'expression ectopiques des transgfcnes d'interet et d'empScher les effets deietferes eventuels dus k la diffu- 
sion du transg&ne dans Porganisme. 
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Revendications 

1 . Acide nucleique recombinant comprenant: 

un promoteur 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 
un gene therapeutique, 

agences de sorte que ^expression dudit gene therapeutique sort contrdlee par ledit promoteur et que Tactivite dudit 
promoteur soit contrdlee par la ou lesdites sequences. 

2. Acide nucleique recombinant selon la revendication 1 caracteris6 en ce que le promoteur est un promoteur euca- 
ryote ou viral actif dans les cellules ou le tissus nerveux. 

3. Acide nucleique recombinant selon la revendication 2 caracterise en ce que le promoteur est un promoteur euca- 
ryote ubiquitaire, neurospecifique ou specifique a un type neuronal. 

4. Acide nucleique recombinant selon la revendication 3 caracterise en ce que le promoteur est un promoteur do- 
mestique. 

5. Acide nucleique recombinant selon la revendication 4 caracterise en ce que le promoteur est choisi parmi le pro- 
moteur des genes PGK, Efloc, (Jactine, vimentine, aldolase A ou oc1-antitrypsine. 

6. Acide nucleique recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce que le promoteur est un promoteur dit fort. 

7. Acide nucleique recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend de 1 a 20 sequences NRSE, 
de preference de 3 a 15. 

8. Acide nucleique recombinant selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il comprend de 3, 6 ou 12 sequences 
NRSE. 

9. Acide nucleique recombinant selon la revendication 8 caracterise en ce que la sequence NRSE comprend tout 
ou partie de la sequence SEQ ID n° 3 dans laquelle N vaut A, G, C ou T. 

10. Acide nucleique recombinant selon la revendication 9 caracterise en ce que la sequence NRSE est choisie parmi 
tout ou partie des sequences SEQ ID n° 1 , 2, 4-11 ou de variants de celles-ci. 

11. Acide nucleique recombinant selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce qu'il comporte soit le 
meme motif soit des motifs variants definis selon la revendication 9 oil 1 0, reputes plusieurs fois. 
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1 2. Acide nucieique recombinant selon Tune des revendications pr6c6dentes caracterise en ce que la ou les sequences 
NRSE sont placees en amont du promoteur. 

13. Acide nucieique recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce que le g£ne therapeutique est un acide 
nucieique comprenant une phase ouverte de lecture codant pour un ARN ou un polypeptide therapeutique ou 
vaccinal. 

14. Acide nucieique recombinant selon la revendication 1 3 caracterise en ce que le g£ne therapeutique est un acide 
nucieique comprenant une phase ouverte de lecture codant pour un facteur trophique. 

15. Acide nucieique recombinant selon la revendication 13 caracterise en ce que le gfene therapeutique est un acide 
nucieique comprenant une phase ouverte de lecture codant pour un agent antioxydant. 

16. Acide nucieique recombinant selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend des elements de regulation 
15 en plus des sequences NRSE. 

1 7. Elements de regulation selon la revendication 1 6 caracterise en ce qu'il s'agit d'un systeme tetracycline operateur/ 
represseur. 

20 18. Vecteur comprenant un acide nucieique selon Tune des revendications 1 & 16. 

19. Vecteur selon la revendication 18 caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur viral. 

20. Virus recombinant detectif comprenant un acide nucieique d'int6r£t sous le contrdle de sequences d'expression, 
25 caracterise en ce que lesdites sequences d'expression comprennent un promoteur et une ou plusieurs sequences 

NRSE. 

21. Virus selon la revendication 20 caracterise en ce qu'il s'agit d'un adenovirus. 
30 22. Virus selon la revendication 20 caracterise en ce qu'il s'agit d'un AAV. 

23. Virus selon la revendication 20 caracterise en ce qu'il s'agit d'un retrovirus. 

24. Virus selon la revendication 20 caracterise en ce qu'il s'agit d'un rhabdovirus. 

35 

25. Cellule comprenant un acide nucieique selon la revendication 1 ou un vecteur selon la revendication 18 ou un 
virus selon la revendication 20. 

26. Cellule selon la revendication 25 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule nerveuse de mammifere. 

27. Utilisation, pour la preparation d'une composition destinee au transfert et k I'expression d'un acide nucieique d'in- 
teret dans un tissu ou cellule nerveuse, d'une construction comprenant: 

un promoteur 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

ledit acide nucieique, 

50 agenc6s de sorte que I'expression dudit acide nucieique soit controiee par ledit promoteur et que I'activite dudit 

promoteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

28. Utilisation, pour la preparation d'une composition destinee au traitement des maladies motoneuronaies par voie 
intramusculaire, d'un acide nucieique d'inter§t dans un tissu ou cellule nerveuse, d'une construction comprenant: 
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un promoteur 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 
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ledit acide nucleique, 

agenc6s de sorte que ['expression dudit acide nucleique soit controtee par ledit promoteur et que I'activite dudit 
promoteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

29. Utilisation d'un virus recombinant defectif comprenant un acide nucleique d'interdt sous le controle de sequences 
d'expression, caracterise en ce que lesdites sequences d'expression comprennent un promoteur et une ou plu- 
sieurs sequences NRSE. 

10 30. Utilisation selon la revendication 29 pour le transfert et 1'expression de gene d'interet dans les cellules neuronales 
in vivo, in vitro ou ex- vivo. 

31. Utilisation, pour la preparation d'une composition destined au transfert et a I'expression d'un acide nucleique d'in- 
teret dans un tissu ou cellule nerveuse, d'un vecteur comprenant une construction dans laquelle : 

15 

un promoteur, 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

20 - ledit acide nucleique, sont agences de sorte que I'expression dudit acide nucleique soit contrdiee par ledit 

promoteur et que I'activite dudit promoteur soit controiee par la ou lesdites sequences. 

32. Utilisation, pour la preparation d'une composition destin6e au traitement des maladies motoneuron ales, par voie 
intramusculaire, d'un vecteur comprenant une construction dans laquelle : 

25 

un promoteur, 

une ou plusieurs sequences NRSE, et 

30 - ledit acide nucleique, sont agences de sorte que I'expression dudit acide nucleique soit controiee par ledit 

promoteur et que I'activite dudit promoteur soit contrSiee par la ou lesdites sequences. 

33. Utilisation selon I'une des revendications 31 ou 32 caracterisee en ce que le vecteur est un virus. 

35 34. Composition comprenant un acide nucleique selon la revendication 1 ou un vecteur selon la revendication 18 ou 
un virus selon la revendication 20. 

35. Composition selon la revendication 34 caracterisee en ce qu'elle est formulae en vue d'etre administree par la 
voie intramusculaire, de preference par injection. 
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50 



36. Promoteur chim6rique comprenant un promoteur ubiquitaire et une ou plusieurs sequences NRSE. 

37. Promoteur chime>ique xNRSE-PGK dans lequel x est un nombre entier de 1 a 50. 
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Figure 2A 
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Figure 3A 




Figure 3B 
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Figure 3C 
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Figure 3D 
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Figure 3E 
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Figure 3F 
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Injections intramusculaires 
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Figure 4 
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Figure 5 A 



140 
120 

CD 

2 100 

Q) 

80 
60 
40 
20 
0 



o 

HD 
> 

o 
CO 



Bulbe 





PGK N12 
J8 



PGK N12 
J35 



Figure 5B 
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